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RESUMEN

La yersiniosis es una enfermedad infectocontagiosa, causante de alta morbimortalidad en los cuyes (Cavia porcellus), los cuales son una especie de gran
importancia en la región andina de Sur América y en especial en el departamento
de Nariño en Colombia, donde juega un papel importante en el desarrollo socioeconómico de la población campesina.

En el presente trabajo de investigación se pretende obtener una vacuna viva
atenuada por pases sucesivos en macrófagos. Esta vacuna permitirá en el futuro
disminuir la prevalencia de esta enfermedad y en consecuencia disminuir los
costos ocasionados por tratamientos y mortalidad, simultáneamente se estará
mejorando la productividad de las explotaciones generando un producto de buena
calidad e inocuo para el consumo humano. Para desarrollar la vacuna
realizaron 100 pases sucesivos de

se

una cepa nativa y patógena de Yersinia

pseudotuberculosis en macrófagos de la línea J774. Durante los pases la bacteria
fue continuamente caracterizada bioquímicamente, para excluir organismos
contaminantes. El ensayo experimental de vacunación y desafío con cepas
patógenas se realizaron utilizando 40 cobayos vacunados con la cepa atenuada,
y 40 cobayos no vacunados como control. Como respuesta a la atenuación de la
bacteria se evaluaron la sobrevivencia de los animales al desafío con la cepa
patógena y la disminución de UFC de la bacteria obtenida de órganos como bazo,
hígado y ganglios linfáticos mesentéricos.
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ABSTRACT

The yersiniosis is an infectious disease, a cause in high mortality in guinea pigs (Cavia
porcellus), which is a species of great importance in the Andean region of South
America and specifically in the department of Nariño in Colombia. They play an
important role in the socio-economic development of farmers.

In the present investigation we try to obtain a live vaccine attenuated by successive
passages in macrophages. This vaccine will allow future diminish in the prevalence of
this disease and consequently will diminish the costs associated with treatments and
mortality, simultaneously improving the productivity of a harmless and good quality
product for human consumption. In order to obtain the vaccine, at least 100 successive
passages were made in a native strain and pathogenic stock of Yersinia pseudo
tuberculosis from macrophages of the line J774. During the passages the bacteria is
continuously characterized biochemically, to exclude polluting organisms. The
experimental vaccination test and challenge with pathogenic strains will be made using
40 guinea pigs vaccinated with the attenuated stock and 40 non-vaccinated to be used
control subjects. As a result of the attenuation from the bacteria, the survival of the
animals will be evaluated to challenge the pathogenic stock and the decrease of CFU in
bacteria obtained from organs like the spleen, liver and mesenteric lymph nodes.
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INTRODUCCIÓN

La yersiniosis, ocasionada por Yersinia pseudotuberculosis es una enfermedad,
causante de alta morbi-mortalidad en los “cuyes” o cobayos (cavia porcellus).
Especie de gran importancia en la región andina de Sur América, como fuente de
ingresos para la población campesina. En la actualidad no se reportan ni son
ofrecidos por las casas comerciales biológicos,

para el control de esta

enfermedad, por tal motivo, la cepa patógena Y. pseudotuberculosis (Yp0015),
aislada de casos de yersiniosis en Nariño fue sometida a pases sucesivos en
macrófagos murinos de la línea J774, con el objetivo de atenuarla y lograr una
vacuna viva. La cepa Ypc0015, en el pase 40 por macrófagos, fue inyectada en
ratones Suizos, vía intraperitoneal en dosis de 107 Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) y se observó que los ratones no sufrieron enfermedad, indicando
que la cepa había perdido patogenicidad para este linaje de ratones. Sin embargo,
conociendo las diferencias de sensibilidad a la Yersinia spp, que se presenta
entre especies ya sean domésticas o silvestres se realizaron infecciones,
directamente

en cuyes que son la especie blanco en nuestro país. En estos

experimentos se utilizaron los pases

60, 70, 80 en diferentes dosis por vía

intraperitoneal, pero en todos los casos se produjo enfermedad. Por lo tanto al
llegar al pase 100, se realizó un experimento màs en cobayos, por

vía

subcutánea, en dosis de 104 UFC, con adyuvante, y se logró una sobrevivencia
promedio de estos cobayos de 10,5 días. Aunque este período de sobrevivencia
no fue suficiente para que el sistema inmune defendiera los cobayos de la
enfermedad, y demostró que la cepa aun no está atenuada para se usada como
vacuna viva en cobayos, presenta un indicador de retardo en cuanto a la
presentación de enfermedad, e indica que esta cepa necesita un mayor número de
pases para ser totalmente atenuada. Es relevante mostrar que esta cepa presenta
cambios metabólicos, como fue demostrado en sus bioquímicas utilizando el Kit
Cristal BBL® en la cual paso de ser sacarosa negativa a positiva, y Ramnosa
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positiva a ser negativa. Estos resultados muestran que la presión de selección
ejecutada por los macrófagos pueden ser una alternativa para la atenuación de
este agente el cual es un avance en las investigaciones realizadas por
CORPOICA en el programa de Salud Animal en conjunto con la Universidad de la
Salle.

Por tanto, se planteó como objetivo general de este trabajo de investigación,
intentar la atenuación de una cepa nativa altamente patógena de Yersinia
pseudotuberculosis, mediante pases sucesivos en cultivos de macrófagos, y
posteriormente probar su atenuación aplicándola experimentalmente en cobayos
(Cavia Porcellus).
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1. MARCO TEÓRICO

La yersiniosis, es una enfermedad caracterizada principalmente por una
gastroenteritis, es poco frecuente en humanos, se registra con frecuencia en
roedores y otros animales domésticos a nivel mundial. Sus síntomas más
comunes, son fiebre y dolor abdominal, por lo tanto en humanos se asemejan a
una apendicitis, pero puede causar problemas en las articulaciones y en tracto
urinario. En los animales, es caracterizada

por linfadenitis mesentérica, su

diagnóstico, se basa principalmente en el aislamiento del microorganismo a partir
de heces o de sangre. La prevención, se logra principalmente por medio de la
bioseguridad que brinda un manejo adecuado de la explotación y principalmente
de los alimentos debido a que la vía de contaminación es orofecal.

1.1 CARACTERÍSTICAS DEL AGENTE

1.1.1 Agente Etiológico
Yersinia pseudotubercuosis

1.1.2 Clasificación Taxonómica
La clasificación taxonómica permite identificar inequívocamente al organismo que
se está aludiendo.
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Tabla 1. Clasificación Taxonómica.
REINO

Bacterias

PHYLUM

Proteobacteria

CLASE

Gamma Proteobacteria

ORDEN

Enterobacteria

FAMILIA

Enterobacteriaceae

GENERO

Yersinia

ESPECIE

Peudotuberculosis

Fuente: Ryan and Ray; 2004

1.1.3 Historia
El género yersinia, debe su nombre al bacteriólogo francés Alexandre Yersin,
quien aisló por primera vez el bacilo de la peste bubónica en 1894 (Vadillo; 2002);
la Yersinia pseudotuberculosis, fue aislada por primera vez en 1883 por Malassez
y Vignal. A partir de este año, el organismo ha recibido numerosos nombres tales
como: Bacillus pseudotuberculosis en 1889; Bacterium pseudotuberculosis en
1900; Pasteurella pseudotuberculosis en 1925; Malleomyces pseudotuberculosisrodentium en 1933; en el año de 1974 fue llamada Yersinia pseudotuberculosis y
se incluyó en el género yersinia. Su designación, pseudotuberculosis, fue
derivada, por el aspecto histopatológico, característico encontrado en ganglios
linfáticos mesentéricos, que se asemejan, a los observados durante la infección
de la tuberculosis (Weagant et al; 1998).

Actualmente, el género Yersinia, esta compuesto por las especies: Yersinia pestis,
Yersinia enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis. Yersinia pseudotuberculosis,
como Yersinia enterocolitica, causan enteritis, mientras que Yersinia pestis causa
peste negra y bubónica, estas tres bacterias son causantes de enfermedades
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diferentes y su patogénesis es diferente, sin embargo, las tres se relacionan muy
de cerca filogenéticamente (Xiao-Zhe and Mikeljon; 2006).

1.1.4 Características Generales Del Agente
La Yersinia pseudotuberculosis, es un cocobacilo, Gram negativo, aerobio,
pequeño pleomórfico, que se tiñe bipolarmente, no posee cápsula. Es un patógeno
intracelular, facultativo que invade los macrófagos y las células epiteliales (Ernest
et al; 1994, Warren and Levinson; 1999,

Vadillo; 2002), crece en forma de

pequeñas colonias, lactosa-negativas; la temperatura óptima para su desarrollo es
de 25-38ºC, es móvil a 25°C e inmóvil a 37°C, posee flagelos polares, fermenta la
rhamnosa y la melibiosa. Puede sobrevivir largo tiempo en el agua y el suelo, no
produce hemólisis en agar sangre, es ureasa y catalasa positiva,

y oxidasa

negativa, presenta un crecimiento pobre en ciertos medios para enterobacterias
como el Verde Brillante (Velasco et al; 1999).

1.1.5 Factores De Virulencia
La virulencia, de Yersinia, esta relacionada, con su capacidad de invadir, los
macrófagos. Para la adherencia e invasión a ellos; Yersinia, posee dos proteínas
de superficie, conocidas respectivamente como

la invasina (Inv) y Ail (de

Attachment-invasion locus), a las que posteriormente se sumó una tercera,
denominada YadA (Guy; 1998).Su virulencia también esta dada, por su capacidad
de evitar su destrucción dentro del fagocito, la cual logra, al secretar factores de
virulencia denominados Yops, los cuales son codificados por un grupo de genes
que se encuentran en un plásmido, denominado pYV (del inglés: Yersinia
Virulence plasmid). Estos Yops, son los encargados de detener y desarmar la
respuesta inmune celular del organismo, interrumpiendo sus comunicaciones o
causando apoptosis. En Y. pseudotuberculosis, la ruptura o pérdida de este
plásmido la convertiría en apatógena y sensible a la fagocitosis y destrucción, por
parte de los macrófagos (González; 2000).
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Este grupo de Yops, es denominado sistema de secreción III o Ysc,

está

compuesto de 25 proteínas, que parecen ser casi idénticos en las 3 especies de
Yersinia; una nomenclatura uniforme se ha introducido para YopB, YopD, YopE,
YopH, YopM, y LcrV. YopN algunas veces es llamado LcrE; otros, Yops
caracterizados mas recientemente, no poseen una nomenclatura común, tal es el
caso de

YopO, YopP, y YopQ, que en

pseudotuberculosis

Y. enterocolitica, y en Y

se llaman respectivamente YpkA, YopJ, y YopK. La

nomenclatura de YopJ, también se utiliza en Y. pestis (Guy; 1998). En general,
estas proteínas de virulencia se pueden clasificar en tres clases funcionales:

a) Proteínas que se insertan en el citoesqueleto de las células eucariotas como
son el YopE que presenta actividad citotóxica.
b) Proteínas que interfieren con las señales de transducción en las células
hospederas en este grupo se encuentran: YopH que actúa como tirosín-fosfatasa,
YpkA (de proteín-cinasa) como serín-treonín-cinasa, y YopM

que inhibe la

agregación plaquetaria.
c) Proteínas que actúan en el procesamiento y la excreción de las proteínas
contenidas en las dos clases anteriores, aquí se encuentran: YopB, YopD y Ysc
(esta última, de Yop secretion), su función aparenta ser la misma que la realizada
por las moléculas proteicas que median el ensamble y anclaje de las subunidades
de philina o la excreción de exotoxinas en otros microorganismos. (Garza et al;
2005)

1.2 YERSINIOSIS
La yersiniosis, es una zoonosis bacteriana poco frecuente, consiste en la infección
por una de las dos especies enteropatógenas, la Yersinia enterocolitica o Yersinia
pseudotuberculosis. De la infección con estas bacterias existen registros de
casos, en diferentes países, indicando su distribución mundial.
Los reservorios, de estas bacterias son el cerdo y otros animales tanto silvestres
como domésticos. La yersinia se puede transmitir al humano, por vía oral. Las
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manifestaciones, clínicas agudas, más frecuentes son las enteritis o enterocolitis
con diarrea, de curación espontánea (en particular por Y. enterocolitica), también
se presentan adenitis mesentéricas e ileítis terminal, generalmente causadas por
Y. pseudotuberculosis. Son menos frecuentes la septicemia y las infecciones
focales metastásicas (Kasper and Faud; 2005).

1.2.1 Aspectos Clínicos Y Epidemiológicos
La Yersinia pseudotuberculosis, se encuentra en el tracto intestinal, de gran
número de mamíferos salvajes, aves y animales domésticos; todos ellos pueden
actuar como reservorios de la bacteria. Muchas especies de aves pueden actuar
como

hospedadores

de

amplificación,

y

también

la

pueden

transmitir

mecánicamente (Cork et al; 1995); la forma séptica de la enfermedad denominada
pseudotuberculosis, puede presentarse en roedores y pájaros de jaula.

Se ha reportado, que puede causar, casos esporádicos de aborto, en vacas,
ovejas (Otter; 1996), y cabra. Los caninos, felinos y aves también pueden ser
fuente de infección, al actuar como huéspedes amplificadores y nexo entre el
reservorio natural, el hombre y otros animales (antropozoonosis).

En general, los animales susceptibles, presentan diarrea, pérdida progresiva de
peso, caquexia y muerte (Lértora; 2004). En una gran variedad de mamíferos
domésticos y silvestres, aves y el hombre se presenta enterocolitis y linfoadenitis
mesentérica granulomatosa, con presencia de necrosis caseosa, con colonias
bacterianas, leucocitos degenerados y calcificación delimitada por histiocitos y
fibrosis.

Las especies atacadas por estas bacterias y algunas de sus principales
manifestaciones se presentan en la tabla 2.
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Tabla 2. Las especies atacadas por Y. pseudotuberculosis y algunas de sus
principales manifestaciones

AGENTE

ESPECIES

SIGNOS Y

PATÓGENO

SUSCEPTIBLES

SINTOMAS

Ciervos

cautivos, Enteritis en animales jóvenes,

ovejas,

cabras, infecciones

terneros,

búfalos, comunes

cerdos

mayor

subclínicas
en

edad,

animales

de

linfoadenitis

mesentérica.
Terneros,
Yersinia
pseudotuberculosis

ovejas, Solo se han reportado abortos

Cabras
Cobayos,

esporádicos
otros Necrosis

animales

hepática

focal,

de septicemia

laboratorio
Pájaros enjaulados

Septicemia

Humanos

Enterocolitis,

linfoadenitis

mesentérica.

Fuente: Quinn; 2002

1.2.2 Distribución Geográfica
1.2.2.1 Distribución Mundial: Yersinia pseudotuberculosis, tiene una distribución
mundial, siendo más común en el norte de Europa, Escandinavia y Japón. En los
humanos, se estima que tiene una ocurrencia de cerca de 17 mil casos año, en
los Estados Unidos. La tasa de aislamiento de Y. pseudotuberculosis en Italia, en
pacientes con enteritis aguda es de 0.05%.
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En Alemania y Holanda, se ha aislado dicho agente, de amígdalas de cerdos; la
Y pseudotuberculosis, es la causa mas común de muerte en aves libres
especialmente en la paloma torcaz (Columba palumbus), (Velasco et al, 1999).

En Argentina, se aisló Y. pseudotuberculisis, a partir de

cerdos con enteritis

crónica y linfoadenitis granulomatosa, en bovinos con enteritis hemorrágica y
linfoadenitis mesentérica, también en cobayos y nutrias; en especies de interés
pecuario, se informó una baja prevalencia; a pesar que un número relativamente
alto de cerdos se infecta (24%), y un número menor de bovinos lo hace (7,5%),
sólo el 1,1% actúa como portador sano (Lértora et al; 2004).

1.2.2.2 Distribución Nacional: Según la secretaria de salud de Bogotá, en
Colombia, se han reportado casos en gatos donde se ha

observado anorexia,

gastroenteritis, ictericia y compromiso hepatoesplénico, en algunos casos se ha
presentado muerte. La transmisión es oro-fecal, la vía digestiva es la puerta de
entrada para el hombre, se conocen casos humanos por mordeduras de perros.

En Colombia, para el año

2001, la prevalencia serológica para este

microorganismo en poblaciones de cuyes (Cavia porcellus), en nueve municipios
del departamento de Nariño, fue del 80%, con brotes que alcanzan índices de
morbilidad

del 7% y de mortalidad del 20%. Se detectó también,

Colombia, es necesaria la identificación de serotipos y de

que en

los factores, que

permiten la persistencia de la enfermedad, en los sistemas de producción
cuyicolas (Patiño et al; 2001).

1.2.3 Transmisión De La Enfermedad
El reservorio natural de la Yersinia pseudotuberculosis, son las ratas y ratones,
que eliminan el agente por orina y heces, contaminando los alimentos y el agua.
Los caninos, felinos y aves actúan como huéspedes amplificadores, es decir
aumenta el número del patógeno y por lo tanto el número de vectores infectados.
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Los huéspedes amplificadores típicamente no permanecen infectados por mucho
tiempo y pueden desarrollar la enfermedad.

La infección es de transmisión orofecal; el microorganismo una vez ingerido,
causa

en

los

animales

susceptibles

enterocolitis

fibrino-hemorrágica

o

granulomatosa y linfoadenitis mesentérica granulomatosa. Puede originar
septicemia con formación de granulomas en distintos órganos, principalmente en
hígado y bazo (Pujol et al; 2003).

1.2.4 Desarrollo De La Enfermedad
La infección se adquiere por contacto con heces de aves salvajes y roedores, o
por ingestión de vegetales contaminados, otro factor negativo es el hacinamiento
el cual puede predisponer al desarrollo de la enfermedad. Los animales infectados
mueren bruscamente y a la necropsia se encuentran focos necróticos en el hígado
(Ernest et al; 1994). La infección en explotaciones de cobayos se produce por
contaminación fecal de la comida a partir de roedores salvajes. En los cobayos se
han identificado tres formas, la septicemia aguda, con muerte violenta a causa de
la ruptura de un linfonódulo mesentérico; la septicemia crónica, con decaimiento
progresivo y muerte en 3-4 semanas; y la afección congénita o inmediatamente
después del nacimiento (Chauca; 1997).

1.2.5 Patogenesis
El mecanismo de la enfermedad entérica que produce, lo consigue la bacteria
porque, logra penetrar en la mucosa a través de las células M de las placas de
Peyer. La adhesión y subsiguiente invasión, a través de estas células se ven
facilitados por factores, como las invasinas y las proteínas de adhesión que tienen
afinidad por las integrinas de la superficie celular. Una vez ha penetrado en la
mucosa,

la bacteria invade los macrófagos, en cuyo interior se replican y son

transportadas hasta los ganglios mesentéricos, donde se multiplica y da lugar a la
aparición de lesiones necróticas y a la infiltración por neutrófilos (Brubaker; 1991).
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Su sobrevivencia, se ve favorecida por la producción de proteínas antifagocíticas
que interfieren en el funcionamiento normal de los neutrófilos del hospedador
(Quinn; 2002).

1.2.6 Tratamiento
El tratamiento, no tiene sentido, pues algunos animales de la explotación pueden
convertirse en portadores, colocando en riesgo al campesino por el carácter
zoonótico que posee esta bacteria. La mejor medida de control consiste en
eliminar todos los animales de la explotación, realizar una desinfección exhaustiva
e implantar una nueva explotación sana, ésto acompañado de un buen plan para
impedir la presencia de roedores salvajes y así evitar la reinfección. (Chauca;
1997).

1.2.7 Diagnóstico
Para el diagnóstico de yersiniosis, es importante realizar pruebas de laboratorio
como Hemoaglutinación y Hemoaglutinación pasiva, tomando muestras de sangre,
fluidos peritoneales y sinoviales, además de exudados faringeos que confirmen la
enfermedad, teniendo en cuenta la sintomatología típica, como es el decaimiento,
disminución en el consumo de alimento y agua, en algunos casos diarrea,
caquexia y muerte. (Patiño et al; 2001)

El diagnóstico indirecto de Yersiniosis, se puede realizar por la técnica serológica
de hemoaglutinación pasiva, que posee una sensibilidad del 94% y especificidad
de 97%. Esta técnica se ha implementado para la detección de anticuerpos en
suero de cuyes de experimentación y de diferentes explotaciones del
departamento de Nariño, usando como antígeno proteínas solubles de Yersinia
pseudotuberculosis (Jaramillo; 2007).

Al examen anatomopatológico, se revela gastroenteritis severa, linfoadenitis
mesentérica granulomatosa multifocal, hepatitis y neumonía granulomatosa focal.
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El principal hallazgo histopatológico consiste en una linfoadenitis granulomatosa,
con dos patrones de reacción, uno típico de la pseudotuberculosis caracterizado
por necrosis caseosa delimitada por macrófagos y fibrosis (Pujol et al; 2003).

Microscópicamente, hay necrosis caseosa con colonias bacterianas, leucocitos
degenerados y calcificación, delimitado por histiocitos y fibrosis. La característica
de la reacción granulomatosa es la ausencia de células gigantes
En los casos de septicemia se presentan lesiones en hígado y pulmones. En la
forma crónica existen lesiones nodulares muy pequeñas hasta del tamaño de una
avellana en el hígado y bazo, con menos frecuencia en pulmones, pleura y
peritoneo. En animales jóvenes lesiones en linfonódulos de la cabeza y cuello
(Velasco et al; 1999).
1.2.8 Prevención y Control En Explotaciones Cuyicolas
En los países andinos, la cría de cuyes (Cavia porcellus) se realiza de manera
tradicional, en sistema familiar, en el cual, se presenta una alta mortalidad, por el
desconocimiento en el área de salud animal, limitando el desarrollo de la
producción, el cual se

traduce en pérdidas económicas para el productor. Por lo

tanto para esta especie es urgente

poseer un adecuado programa técnico y

sanitario, basado en aspectos técnicos de manejo, alimentación y mejoramiento
genético, que asegure el mantenimiento de los logros obtenidos en las otras
disciplinas (Weagant et al; 1998).
Las recomendaciones de prevención y control de yersiniosis para obtener lotes
limpios y sanos de enfermedad, son las siguientes:
•

Comprar animales, provenientes de explotaciones libres de la enfermedad, una
vez adquiridos, se deben mantener alejados del resto de los animales por lo
menos 20 días, para observar si se presentan signos de la enfermedad.
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•

Control exhaustivo de parásitos, como pulgas y ácaros tanto en animales y
jaulas; la suplementación de alimentos debe ser suficiente y de muy buena
calidad. Las instalaciones deben estar siempre ventiladas y conservar una
temperatura entre 25° a 30° C, su higiene debe ser perfecta y periódica, con
desinfectantes de buena calidad.

•

Es muy importante, evitar la entrada de animales domésticos a la zona donde
se encuentran los cobayos como son perros, gatos, gallinas o conejos, los
cuales pueden llevar la Yersinia pseudotuberculosis (Narváez y Patiño; 2001).

•

En la actualidad, no se reporta la existencia o producción de una vacuna,
para el control de Y. pseudotuberculosis, por esto el interés de CORPOICA
para desarrollar un antígeno que proteja a la población cuyicola, afectada por
esta enfermedad, especialmente en el departamento de Nariño.

1.3 VACUNAS
Vacuna, es una suspensión de microorganismos vivos, inactivados o muertos,
fracciones de los mismos o partículas proteicas que al ser administrados inducen
una respuesta inmune que previene la enfermedad a la cual está dirigida (Biber et
al; 1993).

1.3.1 Breve Historia
El primer reporte de vacunación, estuvo ligado durante muchos siglos a la práctica
de la variolización (inoculación deliberada del agente normal, virulento, patógeno
de cualquier enfermedad infecciosa), en 1796 se aplicó por primera vez la vacuna
contra la viruela, fue producida y utilizada por el médico inglés Edward Jenner en
1771; esto gracias a la vaccina o viruela de las vacas la cual era una enfermedad
que producía una erupción compuesta de pequeñas ampollas numerosas con
contenido acuoso, en las ubres de las vacas (Bazin; 2003).

El siguiente eslabón, se dio en el siglo XIX, con Louis Pasteur y Robert Koch
quienes

en

1880

descubrieron

los
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"gérmenes"

causantes

de

algunas

enfermedades infecciosas como: el cólera y la rabia, y a partir de ellos elaboraron
las vacunas respectivas. Esto es seguido de un período altamente creativo en el
desarrollo de vacunas de microorganismos, en 1891, Emil Adolf von Gelming y
Shibasaburo Kitasato, elaboraron las vacunas contra la difteria y el tétanos, en
1906, Léon Calmete y Camille Guérin, produjeron la vacuna BCG (BACILO
CALMETTE GUERIN) contra la tuberculosis, en 1954; Jonas E. Salk obtuvo la
maravillosa vacuna contra la poliomielitis, enfermedad que en México no se ha
presentado desde hace varias décadas, en 1960, John F. Enders preparó la
vacuna contra el sarampión y en 1962 Thomas H. Séller, desarrollo la vacuna
contra la rubéola (Salleras; 2003).

1.3.2 Clasificación
Las vacunas según su clasificación microbiológica en cuanto a su naturaleza se
dividen en víricas y bacterianas; y a su vez, estas se dividen vacunas clásicas y
nuevas vacunas
1.3.2.1 Vacunas Clásicas
1.3.2.1.1 Vacunas De Microorganismos Vivos Atenuados: La virulencia, de los
microorganismos vivos se reduce mediante la atenuación, un proceso que supone
su adaptación a crecer bajo condiciones que provocan la perdida de afinidad por
su hospedador natural y que no ocasionen la enfermedad en los animales
sensibles. Bacterias como el bacilo de Calmette-Guérin, una cepa de
Mycobacterium bovis, Fueron atenuadas mediante cultivo de muchos años en un
medio adicionado de bilis. Las bacterias también se pueden convertir en
avirulentas mediante manipulación genética (Tizard et al; 2002).
Las vacunas de microorganismos vivos atenuados poseen ventajas potenciales
sobre las vacunas inactivadas; se pueden administrar por diversas vías y
presentan todos los antígenos relevantes necesarios para inducir una inmunidad
protectora dado que se multiplican en el receptor. Suelen inducir un nivel
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satisfactorio de inmunidad humoral y celular en lugares donde resultan necesarias,
como es el caso de las mucosas. Dado que se replican en el organismo, no son
necesarios los adyuvantes. Estas vacunas inducen una buena memoria
inmunológica.
Dentro de las desventajas de estas vacunas se encuentran sus posibles efectos
inmunosupresores, especialmente en los animales jóvenes o cuando existe un
estado de inmunodeficiencia; pueden estar contaminadas con agentes extraños
que pueden provocar la enfermedad en los receptores de aquellas. En los
animales jóvenes, los anticuerpos maternos pueden provocar la neutralización,
adicional a esto tienen limitado tiempo de conservación y la necesidad de
refrigeración para garantizar su viabilidad (Quinn; 2002).

1.3.2.1.2 Vacunas Clásicas Atenuadas
1. Patógenos animales: empleo de patógenos de animales que causan
enfermedades parecidas a los humanos y proporcionan inmunidad frente al
agente infeccioso que causa la enfermedad humana
2. Atenuación por pases sucesivos de cultivos celulares: cultivos sucesivos del
microorganismo en células hasta la perdida de la patogenicidad
3. Atenuación por pases sucesivos en medio de cultivo: cultivos sucesivos del
microorganismo en medio de cultivo hasta la perdida de la patogenicidad
4. Atenuación por medios químicos: mediante agentes mutagénicos químicos
5. Atenuación por recombinación: coinfección de dos virus con genomas
diferentes en cultivos celulares hasta formar un virus recombinado.
6. Atenuación por mutagenesis: selección del mutante en función de su
capacidad de multiplicarse a temperaturas diferentes a las del cuerpo humano.
(López et al; 2004).

1.3.2.1.3 Vacunas De Microorganismos Muertos o Inactivados: Este tipo de
vacunas ha sido ampliamente desarrollado, dando pie a muy diferentes
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estrategias. Así, pueden contener microorganismos enteros, toxinas modificadas o
partículas moleculares. En general provocan una inmunidad menos efectiva y
duradera que las vacunas con organismos vivos, necesitando con frecuencia
añadir un adyuvante y administrar varias dosis. La principal ventaja radica en su
seguridad y no presentan riesgo de contagio a otros animales, ni toda la
problemática que conlleva la circulación de los virus atenuados (Gonzáles and
Pérez; 2005).

Estas últimas a su vez se clasifican en vacunas enteras, cuando contienen el
virus o la bacteria completa, en ellas los microorganismos son obtenidos a partir
de cultivos, se atenúan por pases sucesivos en animales o en medios de cultivo; o
bien se inactivan mediante el calor o agentes químicos diversos como el fenol o el
formol, y en las vacunas de subunidades o fracciones cuando lo que contienen
son antígenos secretados o fracciones víricas o bacterianas de distinta naturaleza,
son preparaciones purificadas o sintetizadas de determinados componentes de
microorganismos (González and Pérez; 2005).

1.3.2.1.4 Vacunas de Subunidades: Son aquellas que constan de una molécula
antigénica de un agente infeccioso, estas moléculas,

pueden ser de distinta

naturaleza, lipopolisacaridos, extractos ribosómicos o proteínas purificadas de
forma nativa u obtenida como proteínas recombinantes. Se suelen emplear
cuando han sido aislados los componentes responsables de la patogenicidad del
agente infeccioso.
Dentro de este grupo de vacunas se encuentran:
1. Toxoides: toxinas procedentes de patógenos, las cuales han perdido o
modificado su patogenicidad , mediante calor o agentes químicos
2. Proteínas virales naturales (nativas): es la purificación de proteínas de la
superficie de un virus a partir de plasma de la sangre obtenida de animales
enfermos.
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3. Fracciones virales y bacterianas: fraccionamiento de virus y/o bacterias con
disolventes orgánicos con el fin de obtener así fracciones de agentes
patógenos.
4. Polisacáridos capsulares: purificación de polisacáridos pertenecientes a
bacterias encapsuladas.
5. Polisacáridos
polisacáridos

capsulares
de

conjugados

bacterias

con

encapsuladas

proteínas:

purificación

conjugados

con

de

proteínas

antigénicas. (López et al; 2004)

1.3.2.2 Nuevas Vacunas
 Vacunas atenuadas genéticamente: son aquellas producidas con patógenos
modificados genéticamente en la cual los genes relacionados con la
patogenicidad se mutan, o bien, son agentes que poseen antígenos
modificados que desencadenan la respuesta inmune protectora.
 Vacunas de péptidos sintéticos: copia de la secuencia de aminoácidos ya sea
de forma total o parcial de las proteínas antigénicas de un patógeno.
 Vacunas anti-idiotipo: anticuerpos que reproducen la morfología del antígeno
induciendo inmunidad
 Vacunas de proteínas y péptidos recombinantes: producción de grandes
cantidades de proteína por medio de la inserción de ADN en sistemas de
expresión
 Vacunas genéticas: administración de material genético procedente del
patógeno
 Vacunas comestibles: producción de proteínas antigénicas en plantas
comestibles (López et al; 2004)

1.4 ADYUVANTES INMUNÓLOGICOS
Los adyuvantes, son sustancias o preparados químicos, que incorporados al
antígeno o inyectados simultáneamente con él, hacen más efectiva la respuesta
inmune. Con su empleo se logra una economía de antígeno y de tiempo, así como
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un mayor nivel de anticuerpos específicos posvacunación, además cuando se
unen al antígeno e inoculan en un animal producen un ligero granuloma que
favorece la lenta eliminación del antígeno

conduciendo a una estimulación

antigénica más duradera y a la atracción de células presentadoras de antígenos,
y por ende, aumentando la capacidad de la respuesta inmune.
Existen diversos factores que explican el modo de acción de los adyuvantes, uno
de ellos indica, que como, el antígeno libre, normalmente se difunde con rapidez,
desde el sitio de inoculación, entonces, una de las funciones importantes del
adyuvante, es crear un reservorio o depósito del antígeno de larga duración.
También se ha demostrado, que todos los adyuvantes activan o estimulan los
macrófagos; éstos cuando son activados, estimulan la respuesta inmune, por un
incremento de la cantidad de antígeno expresado en la membrana celular y de la
eficiencia de su presentación a los linfocitos. El macrófago también libera factores
solubles estimulantes, que amplifican la proliferación de los linfocitos. Por otro
lado, algunos adyuvantes poseen la capacidad de actuar específicamente sobre
los linfocitos; pero, en general, éstas funcionan mejor si facilitan la liberación
simultánea del antígeno y de sustancias inmunomoduladoras al tejido linfoide.
A nivel internacional, la lista de productos naturales y derivados de la síntesis
química, con propiedades adyuvantes o inmunopotenciadoras, es cada vez mayor;
sin embargo, sólo un reducido número se utiliza en la formulación de vacunas
veterinarias y humanas, existiendo una tendencia relacionada con la evaluación de
nuevas sustancias con esta finalidad. En función del campo de aplicación y de la
relación eficiencia/seguridad se pueden reconocer diferentes categorías de
adyuvantes. (Aguilar y Leal; 2000).
Los adyuvantes, más ampliamente utilizados en las vacunas veterinarias son las
emulsiones de aceite mineral (del tipo aceite en agua o agua en aceite) y los
adsorbentes (hidróxido y fosfato de aluminio). En algunos casos, se emplean
liposomas, saponinas, vitamina E, complejos inmunoestimulantes (ISCOMs), así
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como diferentes emulsiones de aceites de origen vegetal o animal. Las emulsiones
de aceite mineral, especialmente las del tipo agua en aceite, si bien inducen una
fuerte respuesta inmune, pueden provocar riesgos y efectos no deseados, a causa
posiblemente de su limitada biodegradabilidad y biocompatibilidad.
Por tal razón, se han realizado numerosos intentos para desarrollar adyuvantes
eficaces y a la vez seguros. Ejemplo de ello es la formulación compuesta por
sulfolipopolisacáridos sintéticos, con características hidrofóbicas, incorporados a
una emulsión de escualeno en agua; este adyuvante ha sido validado
exitosamente en animales de laboratorio con antígenos proteicos y virales, y es
tan efectivo como los adyuvantes basados en aceite mineral, empleados hoy día
en diversas vacunas veterinarias (Morris et al; 1999).
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 LOCALIZACIÓN
El presente trabajo de investigación se realizó en los laboratorios del Programa de
Salud Animal de CORPOICA-CEISA, ubicado en la Calle 26 No. 42 – 42 Bogotá,
Colombia. Estas instalaciones, cuentan con las condiciones de bioseguridad para
los trabajadores y el excelente desempeño del trabajo, así como para el bienestar
animal exigido por la ley 84 de 1989, para trabajos experimentales con dichas
especies. Y por ser un trabajo viable y aprobado por los comités de Ética e
Investigación de la Facultad de Medicina Veterinaria, y ya que es un proyecto que
cumple los lineamientos generales que exige la Universidad de la Salle bajo la
personería Jurídica Res. 0597 de 12-02-65 Minjusticia, expedido el 16 de Enero de
2006.

Los cultivos de macrófagos y su respectiva infección con la cepa de Yersinia
pseudotuberculosis Ypcc 015 se realizaron en los laboratorios de biología celular
e inmunología, y en el laboratorio de Bacteriología del Programa de Salud Animal,
de dicha institución, de acuerdo a los procedimientos operativos estándar (POEs)
de los respectivos laboratorios.

2.2 POBLACIÓN Y MUESTRA
Cuyes o cobayos: 80
Ratones suizos (mus musculus): 15
Macrófagos Murinos de línea: 5 millones por caja
Total cajas de cultivo celular T-25: 100 cajas
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2.2.1 Animales De Experimentación
2.2.1.1 Ratones: Se utilizaron ratones suizos (Mus musculus), adquiridos del
bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS), para realizar ensayos de
patogenisidad a través de los diferentes pases de la bacteria en los cultivos
celulares.

2.2.1.2 Cobayos o Cuyes (Cavia Porcellus): Con el objeto de realizar los
diferentes experimentos en la especie blanco de la Yersiniosis se utilizaron
cobayos, traídos directamente de una explotación comercial del Departamento de
Nariño, la cual fue evaluada previamente en cuanto a sus condiciones sanitarias y
de manejo, que garantizaran que los cobayos fueran libres de la enfermedad.

2.3 ELABORACIÓN DEL INMUNÓGENO
2.3.1 Cultivos Celulares y Cepa Patógena
Se utilizaron macrófagos murinos de la línea J774, los cuales se replicaron hasta
lograr 100 pases sucesivos durante los cuales fueron infectados sucesivamente
con la cepa patógena Ypcc015 de Yersinia pseudotuberculosis, esta bacteria fue
crecida en medios bacteriológicos especiales para Yersinia y sus bioquímicas se
realizaron utilizando Kits comerciales denominados

“Crystal” de laboratorios

BBL®.

2.3.2 Cultivo De Macrófagos
Se descongelaron a 37ºC los macrófagos que se encontraban a -80°C en viales
de 1 ml, se centrifugó en la microcentrífuga durante 5 seg. a 2000 rpm. En
cabina de flujo laminar se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el botón
celular en medio RPMI 10% suero fetal bovino (SFB), se trasladaron a caja T25
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de cultivo celular con 5 ml de medio

RPMI 10% SFB, se llevaron a incubadora

con atmosfera 5% de CO₂ para que replicaran durante 48 horas.

2.3.3 Infección de Macrófagos
Los macrófagos se infectaron con Yersinia Pseudotuberculosis cepa Ypcc015. El
número de macrófagos para infección fue 5.000.000 por pase, los cuales eran
resuspendidos en 4 ml de medio RPMI 10% SFB. La Y. pseudotuberculosis se
descongeló y se resuspendió en 1ml de RPMI 10% SFB.

Se llevó a incubadora con atmosfera 5% de CO₂ por 1 hora posteriormente se

centrifugó 2000 rpm durante 7 minutos, se lavó con medio RPMI- 0, por 3 veces.
La infección se dejo con 5 ml de medio RPMI 10% SFB en la estufa de CO2
durante 24 horas, luego, se centrifugó por 10 segundos, tomando el sobrenadante
que contenía la bacteria la cual se utilizaría para realizar el próximo pase.

Cada uno de los pases se congeló y se le realizó prueba en agar Yersinia y
MacConkey todos los días y cada 8 días BBL Cristal para verificar que se esta
trabajando con Yersina pseudotuberculosis.

2.4 INOCULACIÓN DEL INMUNÓGENO
2.4.1 Inoculación a Ratones
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El ensayo se realizó con 15 ratones suizos, los cuales fueron divididos en 3
grupos, uno el control positivo (5 animales) el cual fue infectado con la Ypcc015
sin haber sufrido pases, el segundo el control negativo (5 animales) el cual no
recibió bacteria sino una inoculación de buffer fosfato (PBS) y el grupo tratamiento
(5 animales) el cual fue infectado con la bacteria Ypcc015 obtenida del pase
número 40,

se inocularon intraperitonealmente

con 107 UFC (Unidades

Formadoras de Colonia) en 0,2 ml de PBS.

Para el presente experimento el indicador de disminución de la patogenicidad o
atenuación de la cepa fue la determinación de la mortalidad medida en horas, para
el grupo tratamiento con respecto a los grupos controles, referente a lo citado, el
resultado al realizar la prueba de ANOVA.

2.4.2 Inoculación a Cavia porcellus
Se realizaron 7 experimentos directamente en cobayos, comenzando a partir del
pase 60 con el cual se realizaron tres experimentos diferentes en donde cambiaba
la dosis de inoculación se utilizaron concentraciones de 10⁸, 10⁶ y 10⁴ UFC la
bacteria se diluyó en 1 ml de PBS en donde se encontraba la concentración
bacteriana por animal se inoculó vía Intraperitoneal; para ese experimento, se
utilizaron en total 42 animales. El siguiente pase utilizado fue el 70, solo se realizó
una inoculación con una concentración de 10⁴ vía intraperitoneal en cuatro
animales. El último pase utilizado fue el 80, con el cual se realizaron dos pruebas
diferentes en donde cambiaba la dosis de inoculación las dosis utilizadas fueron
10⁴ y 10³ igualmente por vía intraperitoneal, se utilizaron en total 8 animales. La
concentración bacteriana se obtuvo por medio de espectrofotómetro.

En el último experimento realizado con el pase 100, la dosis de inoculación fue 10⁴
la bacteria se diluyó en 0.25ml de PBS y 0.25 de adyuvante, inoculando la
concentración bacteriana en 0.5ml por animal por inyección subcutánea, se
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utilizaron
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animales.

La

concentración

bacteriana

se

obtuvo

por

espectrofotómetro.

2.5 TIEMPO DE ESTUDIO
El tiempo de observación de los cobayos post infección se controlaba cada 2 a 4
horas diariamente, se realizaba revisión de cada uno y se apuntaban todos los
acontecimientos y presentación de signos clínicos al igual que hora de mortalidad
en los animales. Se realizaba necropsia de los animales muertos y se tomaban
muestras para histopatología las cuales se conservaban en formol con el fin de
procesar el total de las muestras al mismo tiempo.

2.6 TÉCNICA DE HISTOPATOLOGÍA
La técnica histopatológica de las muestras tomadas en las necropsias se
realizaban, mediante la coloración de Hematoxilina – Eosina (HE) e Inclusión en
Parafina y fue realizada en los laboratorios de Histotecnia del ICA-CEISA.

2.7 MODELO
Se realizó un modelo estadístico ANAVA de una vía, el cual se basó en las horas
de sobrevivencia de los animales comparando los grupos control (-) y grupo
tratamiento en el cual se inoculaba una concentración bacteriana determinada,
según el pase por macrófagos para su atenuación.
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3. RESULTADOS

3.1 PROTOCOLO DE INFECCIÓN
Uno de los resultados de la presente investigación, es el protocolo que permitió,
la invasión de los macrófagos murinos de la línea J774 por Yersinia
pseudotuberculosis, en este caso por la cepa

altamente patógena de campo

Ypcc015 y su replicación intracelular para realizar los

pases sucesivos,

el

protocolo estandarizado, se logró la infección de los macrófagos con la bacteria
se muestra en la figura 1a, que la Y. pseudotuberculosis entrara al macrófago y lo
invadiera se puede observar en la figura 1b y finalmente la explosión del
macrófago causada por la Y. pseudotuberculosis quedando esta última libre para
realizar un nuevo pase esto se muestra en las figuras 1c y 1d; este protocolo
funcionó para luego realizar las pruebas biológicas en ratones y en cobayos, para
verificar la atenuación de la bacteria finalmente en estas especies.
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3.1.1 INFECCIÓN DE RATONES
La infección de ratones se realizó con el ánimo de evaluar si los pases sucesivos
por macrófagos, disminuye la patogenicidad de la cepa Ypcc015 por lo tanto, para
determinar las diferencias entre los grupos, se encontró, que el grupo control
positivo presentó un promedio de 91,2 horas con una desviación estándar de
39,43 y se comportó como un grupo, el cual fue diferente a los grupos: control
negativo y tratamiento,

que presentaron un promedio de 312 horas. Entre los

grupos positivo con respecto al control negativo y tratamiento se encontraron
diferencias significativas con un p< 0.0001.

Figura 1. Infección de Macrófagos con Y. pseudotuberculosis. (a) Invasión hora
cero (b) Invasión 40 min post-infección (c) Explosión 6 horas post-infección (d)
Explosión 24 horas post-infección.

a.

b.
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c.

d.

3.1.2 PRUEBAS EN COBAYOS
Para determinar sí la Yersinia se atenuaba o no, a través de los diferentes pases
en macrófagos se realizaron, 7 experimentos directamente en cobayos, que es la
especie blanco de la yersiniosis en nuestro país. De estos 7 experimentos en los
6 primeros experimentos se les inyectó la bacteria según los diferentes pases vía
intraperitoneal y en diferentes concentraciones y sin adyuvantes los resultados de
estos 6 experimentos se encuentran en la tabla 3.

Tabla 3. Primera Prueba en cobayos

27

*Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Exp

Pase

Bacteria

No.

No.

UFC*

1

60

2

No.
Animales

No.
Animal /

Totales

Tto

10⁸

30

15

60

10⁴

6

3

3

60

10⁶

6

3

4

70

10⁴

4

2

5

80

10⁴

4

2

6

80

10³

4

2

Dev.
Esand.

30.1
20.1
20.1
0
67.8
79.1

Media

No.

Media

Mortad/

Animales

Mortad/

grupo Tto

Ctrl (-)

Ctrol (-)

135.3

15

0a

196.3

3

0a

169.6

3

0a

190b

2

0a

119

2

0a

207

2

0a

Los grupos experimentales con dos letras demostraron comportamiento similar,
pero hubo diferencias significativas entre el grupo con letra a con respecto a los
grupos determinados con letra b y c, P < 0.0001.
.
Infección con el pase 100 experimento 7.
El experimento 7, con el pase 100, constituyó una prueba, en el cual se inoculó la
bacteria emulsificada en el adyuvante montadine®, en relación 1:1 en volumen
total de 0,5 ml y se aplicó a los cobayos por vía subcutánea. El resultado obtenido
en el pase 100, se encuentra en la tabla 4
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Tabla 4. Prueba Final con el pase 100

Expto

Pase

Bacteria

No.

No.

UFC*

7

100

10 ⁴

Media

No.

No.

Animales

Animal /

Totales

Tto

26

13

Desv.

Mortad /

Estand

grupo
Tto

82.29

253,8b

No.

Media

Animales

mortald /

Cntrl (-)

Cntrl (-)

13

0a

*Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Hubo diferencias significativas entre el grupo tratamiento b con respecto al grupo
control negativo a, p<0.0001.

3.2 HALLAZGOS DE NECROPSIA
Los hallazgos a la necropsia para todos los experimentos con cobayos fueron,
muy similares mostrando las lesiones típicas de la yersiniosis en esa especie,
fueron:

3.2.1 Lesiones Macroscópicas
Las lesiones se presentaron en los órganos blanco como hígado, bazo, ganglios
linfáticos mesentéricos, aunque las lesiones que se

observaron fueron focos

sépticos en hígado y bazo; ocasionalmente los ganglios mesentéricos presentaron
aumento de tamaño.
Los hallazgos macroscópicos de los animales inoculados con el pase 100 fueron
principalmente en el peritoneo parietal, región caudal, consistieron en focos
caseosos distribuidos en varias zonas. En miembro anterior izquierdo parte
posterior, en la hipodermis se encontró un foco de necrosis caseosa. En bazo,
estomago y tejido pancreático se encontraron focos necróticos caseosos. En la
cápsula de Glisson se encontraron mallas de fibrina y focos necrótico caseosos, al
igual que en la cápsula renal.
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Posterior a la exploración minuciosa de cada órgano e identificación de las
lesiones en cada uno, se continuó a tomar muestras de hígado, bazo y ganglios
mesentéricos, las cuales se llevaron

al laboratorio de microbiología para

identificar la bacteria en ellas. Los resultados arrojados de los cultivos, mostraron
que la bacteria estaba presente en todos los abscesos que fueron extraídos
durante la necropsia.

Figura 2. Lesiones Macroscópicas en cobayos pase 100 (a) Ganglios Linfáticos
mesentéricos aumentados de tamaño (b) hilos de fibrina cubriendo cavidad
abdominal (c) absceso hepático (d) absceso esplénico

a

b

c

d

3.2.2 Lesiones Microscópicas
Las lesiones mas importantes se observaron en parénquima hepático, en el cual
se presentaron focos de necrosis de coagulación delimitadas por células
inflamatorias de tipo mononuclear y algunos polimorfonucleares neutrófilos; los
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hepatocitos vecinos a las zonas de necrosis presentaron cambios degenerativos
vacuolares intracitoplasmáticos los cuales se traducen en aumento de tamaño
celular. Los vasos sanguíneos de triadas portales se observaron congestionados
lo mismos que los sinusoides, la capsula de Glison se observaron engrosada.
(fig 3.)
Figura 3. Lesiones microscópicas en parénquima hepático. (a). Vista 40x (b). Vista
100x

Congestión vasos
sanguíneos

Neutrófilos
Mononucleares y
polimorfonucleares

Necrosis de
coagulación

a.

Congestión vasos
sanguíneos

Neutrófilos
Mononucleares y
polimorfonucleares

Necrosis de
coagulación

b.
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En el tejido muscular estriado esquelético se observaron focos de necrosis de tipo
caseoso con zonas delimitadas por infiltración de células principalmente
macrófagos y polimorfonucleares neutrofilos. Las zonas necróticas se delimitan
por tejido fibroblástico. (Fig 4.)
Figura 4. Lesiones microscópicas de tejido muscular estriado vista 100x

Necrosis
caseosa

Tejido
Fibroblástico

3.3 CAMBIOS EN EL PERFIL METABÓLICO DE LA YERSINIA
A través de los pases de la bacteria en

macrófagos, se realizaron controles

adecuados de pureza de la cepa original Ypcc015, una de estas pruebas fue el
kit cristal BBL®, el cual monitorea las características bioquímicas de la Yersinia
específicamente de la especie pseudotuberculosis,
Esta prueba fue aplicada a la bacteria sin realizar ningún pase y, posteriormente
se realizó cada diez pases hasta llegar al pase 100. Los resultados relevantes
obtenidos en los pases 1, 10, 40, 60, 100, se presentan en la tabla 5.
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Tabla 5. Resultados de BBL Crystal de los pases 1 – 40 – 60 – 100
PASE 1

PASE 40

PASE 60

PASE 100

OXIDASA (-)

OXIDASA (-)

OXIDASA (-)

OXIDASA (-)

INDOL (-)

INDOL (-)

INDOL (-)

INDOL (-)

SUC

-

+

-

-

MEL

+

-

-

-

RHA

+

-

+

-

ADO

-

+

-

-

PHO

-

+

-

-

PRO

-

-

-

+

AAR

-

-

+

-

NAG

-

-

+

-

URE

-

+

+

+

CIT

-

-

+

-

TTC

-

+

-

-

En la tabla anterior, se muestran los cambios metabólicos que presentó la cepa
de Y. pseudotuberculosis durante los pases sucesivos en macrófagos. Aunque
estos cambios no alteraron en si la patogenicidad de la bacteria si indican cambios
internos en las rutas metabólicas que gobiernan la utilización de tales sustratos.
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4. DISCUSIÓN

A través de la historia, una de las estrategias utilizadas en el control y prevención
de las enfermedades, tanto en humanos como en los animales han sido, las
vacunas, y diferentes metodologías han sido utilizadas para producirlas. En la
presente investigación se ha utilizado una metodología

diferente a las

tradicionalmente usadas para inactivar bacterias, con miras a obtener una vacuna
viva contra Yersinia pseudotuberculosis, realizando pases sucesivos de dicha
bacteria en macrófagos murinos.

Estudios moleculares han demostrado que Yersinia pestis el agente causante de
la plaga (peste bubónica y neumónica) desciende de Y. pseudotuberculosis, se
conoce también la habilidad de la yersinia pestis, de invadir y replicarse en
macrófagos, pero no se sabia si, Y. pseudotuberculosis, poseía esta habilidad, fue
así que

en

establecer que

experimentos utilizando macrófagos murinos primarios se logró
Y. pseudotuberculosis, también posee esta característica, que

tiene gran importancia en su patogenicidad ( Pujol et al; 2004).

Uno de los agentes zoonóticos que tiene características de invasión de
macrófagos y replicación en ellos, es la brucella spp. Por Estas características se
le ha llamado parásito intracelular, el cual ha sido ampliamente estudiado desde la
perspectiva celular, molecular, y de la proteómica. A través de todos sus estudios
se ha notado que los eventos de interacción de la bacteria con su huésped hay
resultados que pueden ser muerte o sobrevivencia del patógeno, y expresión de
enfermedad en el huésped maduro sexualmente o en el feto. Este exitoso evento
de coexistencia de cada Brucella spp, con su huésped preferido es el resultado de
una antigua relación coevolutiva y de

una gran presión de selección,

que

frecuentemente resulta en un estado donde el patógeno evoluciona para sobrevivir
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en el sistema biológico del huésped y el huésped evoluciona en su sistema de
inmunidad adquirida para sobrevivir a la infección (Adams; 2002).

En el amplio contexto citado, explicamos como el comportamiento de la Y.
pseudotuberculosis, con sus características de parasito intracelular, se asemeja a
la brucella, por lo tanto al someterlo a una presión de selección por parte de los
macrófagos murinos de la línea J774, es probable que durante los sucesivos
pases Y. pseudotuberculosis, se vea obligada a realizar cambios en su genoma
para sobrevivir, y muy probablemente dichos cambios la lleven a atenuar su
patogenicidad.

Por eso uno de los resultados del trabajo fue el lograr un protocolo que permitió
realizar, en este estudio, 100 pases sucesivos de la cepa Ypcc015, altamente
patógena, como lo demostró en las muertes que ocasionó a los animales control
positivo (91,2 horas en ratones). Dicho protocolo puede ser utilizado en próximas
investigaciones para continuar no solo con el objetivo de inactivar esta cepa de
yersinia, sino para estudiar los eventos de invasión y replicación in vitro de la Y.
pseudotuberculosis. Sin embargo el haber logrado realizar 100 pases de Yersinia
pseudotuberculosis,

nos lleva a sugerir que de acuerdo al conocimiento que

poseemos del genoma de yersinia, en el cual el factor de virulencia denominado
la invasina, codificado por genes (Inv) cromosomales, igual que la proteína YopA
(adhesina) codificada por un plásmido, continúan presentes en la cepa estudiada.

En el transcurso de los pases

y al culminarlos, se realizaron las pruebas

biológicas pertinentes en ratones y cobayos. La primera de ellas realizada en
ratones Suizos, con la bacteria obtenida del pase 40, con resultados muy
alentadores, demostrados, en la no mortalidad del grupo de ratones tratamiento
(infectados con la cepa pase 40), mientras que los infectados con la cepa original
Ypcc015 (sin ningún pase), murieron en un promedio de 91,2 horas. Dado el
conocimiento de que Y. pseudotuberculosis, ataca una amplia gama de animales
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silvestres, y roedores, pero con diferente intensidad y que incluso ha sido
referenciada por muchos investigadores para los diferentes linajes de ratones de
laboratorio, en los cuales se ha reportado que los ratones Balb/c son muy
susceptibles (Feodorova et al; 2007). Aunque el resultado obtenido en ratones
Suizos fue alentador, y mostró que en este pase la bacteria presenta un grado de
atenuación en su patogenicidad para ratones Suizos, pero debido a las grandes
diferencias en susceptibilidad, podría enmascarar falsas expectativas por lo que
se continúo con pruebas de infección en cobayos, que son la especie blanco de la
yersiniosis.

Los experimentos en cobayos presentados en la tabla 3, muestra que se
realizaron infecciones intraperitoneales con la bacteria usando los pases 60, 70,
80 y dosis que fueron desde 108 a 10 3 UFC en ningún grupo de estos la bacteria
mostró estar atenuada puesto que los cobayos del grupo tratamiento siempre
murieron. En los experimentos realizados con el pase 60 se pudo observar que la
mortalidad presentada está directamente relacionada con la dosis de inoculación,
a mayor dosis, menor tiempo de sobrevivencia. Sin embargo en el pase 70 esta
relación no se presenta de forma relevante, pues la diferencia de 6 horas de
sobrevivencia a favor del pase 70 no fue estadísticamente significativa. Ahora
bien, la comparación de la sobrevivencia entre el pase 70 y el pase 80 con una
diferencia de 71 horas de sobrevivencia a favor del pase 70 que no presenta
diferencia significativa estadísticamente, sí, indica que la bacteria trata o intenta
utilizar todos sus mecanismos de evasión para sobrevivir al ataque de las enzimas
del macrófago, recuperando parte de su patogenicidad, lo cual demostró al matar
los cobayos. El pase 80, presenta de nuevo una clara demostración de que la
dosis es directamente proporcional a la dosis de inoculación al igual, este pase es
el menos estable en resultados en comparación a los demás debido a que una
dosis de 10¹ presenta un nivel de sobrevivencia menor comparado a los pases
anteriores. Los pases realizados desde el pase 60 al 80 realmente tienen una
diferencia significativa al grupo control negativo donde la mortalidad fue 0 P menor
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que 0.0001, esto debido a que el grupo negativo no recibió ningún tipo de
tratamiento diferente a la inoculación de PBS. De la muerte de estos grupos
tratamiento se puede sugerir en primer lugar que la bacteria no ha sufrido cambios
significativos en cuanto a su patogenicidad y en segundo lugar, que el uso de la
vía intraperitoneal para la infección le permitió a la bacteria llegar más rápido a
sus órganos blanco bazo e hígado y producir el cuadro de la enfermedad (Batalla
et al; 2002) sin que le haya dado lugar al sistema inmune de los cobayos
responder con la debida producción de anticuerpos y neutralización del agente.

Para permitir una respuesta del sistema inmune del cobayo que podría estar
alrededor de 3 o 4 semanas, se realizó un experimento con la bacteria obtenida
del pase 100, en el cual se utilizó la vía subcutánea y además la bacteria fue
emulsificada en adyuvante montadine® , se utilizó la dosis 104 UFC. Las horas
promedio en que presentaron la mortalidad este grupo de cobayos fue de 253,8,
con diferencia significativa con respecto al grupo control negativo P < 0.0001 P. La
dosis de 104 UFC, fue tomada, teniendo en cuenta que durante el proceso de
emulsificación con el adyuvante hay mortalidad bacteriana entonces esta dosis
menos la mortalidad estaría garantizando por lo menos una dosis infectante de 103
UFC. Dosis que permite un ingreso de la bacteria al torrente circulatorio y su
replicación como requisito mínimo para las vacunas vivas. La aplicación por vía
subcutánea y el adyuvante permitió una liberación lenta del agente (Morris et al;
1999) logrando así llevar vivos los cobayos a 253,8 horas, un rango de
sobrevivencia mayor a todos los anteriores logrados. Este período corresponde a
10, 5 días período muy corto para que el cobayo pueda activar su inmunidad
adquirida y defenderse de la Y. pseudotuberculosis. Teniendo en cuenta hasta el
momento no se han obtenido vacunas contra Y. pseudotuberculosis, la literatura
reporta en el genero Yersinia solamente una vacuna viva contra Y. Pestis, exitosa
para uso en humanos, esta vacuna fue obtenida por pases in vitro en medios
nutritivos a temperatura de 18 a 25 °C., durante 6 años ( Feodorova et al; 2007) ,
según este hecho, el resultado obtenido con la cepa en el pase 100 el cual se
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realizó en menos de 7 Meses es un resultado muy halagador pues es muy corto
comparado con los 6 años que llevaron a la atenuación de Y. pestis. Queda claro
que es esencial utilizar la vía subcutánea, una dosis baja a 103 y que es muy útil
el uso de un adyuvante.

En cuanto a los hallazgos a la necropsia (macro y micro), revelados en los
animales, durante el desarrollo de esta investigación mostraron un proceso
generalmente de curso subagudo a crónico, caracterizado por la formación de
nódulos granulomatosos multifocales; distribuidos en hígado, bazo y ganglios
mesentéricos,

observándose

así

microscópicamente

los

granulomas

pseudotuberculosos con amplios focos de necrosis. Estos hallazgos coincidieron
con los descritos en la literatura y no presentaron ningún tipo de desviación al
proceso propio de la enfermedad (Lértora; 2004, Logsdon; 2006, Velasco et al;
1999).
A partir del material patológico recogido tras las necropsias, y una vez realizada la
observación de las lesiones, se realiza la Bacterioscopia de los frotis a partir de
hígado, bazo, y ganglios mesentéricos, observándose mediante tinción de Gram.,
la presencia de cocobacilos y bacilos Gram. negativos, y demostrando en
ocasiones cierta tinción bipolar (Velasco et al; 1999).
La verificación que durante los sucesivos pases, la bacteria presente era Y.
pseudotuberculosis, se realizó por su caracterización con el Kit de identificación
Crystal BBL®, la cual mostró que siempre la bacteria obtenida de los pases fue Y.
pseudotuberculosis, pero se observaron cambios en su perfil metabólico.
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5. CONCLUSIONES

1. Se logró estandarizar un protocolo de infección de macrófagos adecuado de
manera exitosa tras varios ensayos, para comenzar a trabajar hasta conseguir
atenuar una cepa patógena de Yersinia pseudotuberculosis, es un procedimiento
indispensable que requiere de mucha dedicación, concentración, investigación,
presupuesto, estudio y ensayos.

2. Se logró obtener una bacteria al pase 100, que se puede continuar pasando
sucesivamente por macrófagos, para ser utilizada en futuras pruebas biológicas en
cobayos por vía subcutánea en dosis de 104 UFC y con adyuvante hasta lograr
una sobrevivencia de los cobayos igual o superior a 3 semanas, que permita
activar su sistema inmune y realizar ensayos de desafío con la cepa Ypcc015 que
es muy patógena.

3. La cepa Ypcc0015 presentó cambios a nivel de bioquímicas, demostrado por
medio del kit crystal. BBL ®, confirmando que los pases sucesivos de la Yersinia
a través de macrófagos ocasionaron cambios metabólicos en la bacteria.

4. Los Cobayos (Cavia porcellus) llamados comúnmente cuyes en la región
Andina de Suramérica, son más susceptibles a Y. pseudotuberculosis que los
ratones suizos, ya que estos últimos, no murieron con la infección realizada con la
bacteria obtenida en el pase 40.

5. Se realizó un aporte en Colombia, a la investigación con este agente zoonótico,
abriendo puertas a nuevas investigaciones, con miras a obtener una vacuna viva
atenuada que permita el control y porque no la erradicación de la yersiniosis,
flagelo de las explotaciones cuyicolas.

39

6. RECOMENDACIONES

•

Se recomienda continuar realizando pases sucesivos con macrófagos, y la
utilización de pruebas experimentales de patogenicidad como se hizo en este
proyecto, hasta lograr atenuar completamente la bacteria.

•

Determinar el grado de atenuación mediante estudios moleculares de la
bacteria de experimentación entre los pases 80 y 100, que según la
estadística y los resultados obtenidos, presentan el mayor número de horas
de sobrevivencia.

•

Se recomienda,

para próximas investigaciones de este tipo con Y.

pseudotuberculosis y cobayos utilizar solamente un grupo control positivo
infectado con la cepa original, para comparar las horas sobrevivencia con
base en el control positivo y no con respecto al control negativo como lo
realizamos en el presente proyecto.
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8. ANEXOS

Anexo I. Preparación de medios
Medio RPMI O
Disolver k.o. de Medio RPMI 1640 1 L de agua ultra pura
Mezclar hasta disolver
En Cabina de Flujo Laminar
Filtrar por membrana de 0,22 µm
Verter en frascos estériles y rotular
Almacenar en refrigeración hasta su uso.
En el momento del uso para el cultivo de los macrófagos se le adiciona el 10% de
Suero Fetal Bovino (SFB) libre de endotoxinas.

Agar McConkey (100ml)
Disolver 5grs de Agar McConkey® en 100ml de agua ultra pura
Se mezcla bien a calor
Llevar a la autoclave por 45 minutos a 121ºC
Se retira de la autoclave con cuidado y teniendo todas las precauciones de su uso,
Se vierte en las cajas de petri para su posterior uso.

Agar Yersinia (500ml)
Disolver 29,7grs de Agar Yersinia® en 500ml de agua ultrapura
Se mezcla bien a calor
Llevar a la autoclave por 45 minutos a 121ºC
Se le adiciona el aditivo para la preparación del agar selectivo para Yersinia.
El liofilizado se disuelve en el frasco original, añadiendo 1 ml de agua destilada
estéril y 1 ml de etanol.
Se vierte en las cajas petri para su posterior uso.
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Anexo II. Caracteristicas BD Sistemas BDL CRYSTAL De Identificación

BD Sistemas BDL CRYSTAL De Identificación
Equipo Para La Identificación De Patógenos Entéricos/No Fermentantes

USOS: Sirve para la identificación de bacterias aerobias Gram-negativas que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y también bacilos Gram negativos
fermentadores y no fermentadores de glucosa.

PRINCIPIOS: Están basados en la utilización y degradación de sustratos
específicos por parte de los microorganismos detectados por distintos sistemas
indicadores. Las reacciones de fermentación detectan la capacidad de un aislado
para metabolizar los carbohidratos en ausencia de oxigeno atmosférico, y las
reacciones de oxidación están basadas en la capacidad de un organismo para
metabolizar el sustrato siendo el oxigeno el aceptor final de electrones. Ambas
reacciones se detectan mediante el uso de un indicador de pH en el sustrato del
análisis.
Los sustratos cromógenos al sufrir hidrólisis producen cambios de color que se
ven visualmente.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS: Utilizar únicamente aislados de placas de
agar sangre tales como TSA y MacConckey. El aislado debe ser cultivado puro de
no más de 24 horas. El aislado siempre debe ser humectado para prevenir la
evaporación en los pocillos.
Este sistema siempre requiere de los resultados del análisis de indol y oxidasa.
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Anexo III. Características bioquímicas de las especies de yersinia spp.

ESPECIES DE YERSINIA

Especies

Y. pestis

Y. pseudotuberculosis

Y. enterocolitica

Lisina

-

-

-

Arginina

-

-

-

Ornitina

-

-

+

Motilidad a RT (22-26°C)

-

+

+

35-37°C

-

-

-

Urea

-

+

+

Fenilalanina deaminasa

-

-

-

Manitol

+

+

+

Sorbitol

+/-

-

+

Celibiosa

-

-

+

Adonitol

-

-

-

Inositol

-

-

+/-(+)

Sucrosa

-

-

+

Rhamnosa

-

+

-

Rafinosa

-

+/-

-

Melibiosa

-

+/-

-

Citrato de Simmons

-

-

-

Voges- Proskauer

-

-

+/-(+)

Indol

-

-

+/-
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Salicina

+/-

+/-

+/-

Esculina

+

+

+/-

Lipasa

-

-

+/-

Pirazinamida

-

-

+/-

Fuente: Stephen D. et al; 1998
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